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要　　　旨
背景：1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine （MPTP）を用いてパーキンソン病
モデルサルを作製する場合、その効果には個体差が大きいことが問題となる。そのため
作製したモデル動物がパーキンソン病様の病態を示しているかどうかは、脳の病理組織
学的検査と線条体のドーパミン量から判断する必要がある。しかし作製した病態モデル
動物を治療薬の開発に用いるためには、生きた動物を信頼性の高い客観的方法によって
評価する必要がある。本研究は、行動に基づいてパーキンソン病モデル動物として適切
か否かを判断するために有用な評価基準を設定する事を目的として行った。
方法と結果：一側性パーキンソン病モデルを作製するために、同年齢の雄カニクイザル
16個体に片側頸動脈からMPTPを２回投与した。パーキンソン病症状について報告され
ている基準に基づいてスコアリングを行い、さらにL-DOPAとApomorphineを投与する
ことで見られる旋回行動について、次の５つの評価基準を設定したうえで観察を行っ
た。（１）パーキンソン病様症状と診断される症状が一つでも観察されること、（２）溶
媒のみを投与した時には非投与側に連続して旋回行動を行わないこと、（３）
Apomorphine投与後は非投与側へ連続した旋回行動が15分以上にわたって見られるこ
と、（４）低用量のL-DOPAによって誘発される旋回行動が20分以上持続すること、（５）
L-DOPAの用量に依存して旋回行動の持続時間が延長すること。以上の評価基準に基づ
いて、１6個体のうち９個体は適切なモデル動物と判断された。その内の８個体の線条体
ドーパミン量を測定した結果、８個体すべてについてMPTP投与側の線条体ドーパミン
量は非投与側に比べて有意に減少していた。
結論： 本研究で示した５つの評価基準は、MPTPを投与したカニクイザルが一側性パー
キンソン病モデルとして適切か否かを判断する上で有用である事を示している。
キーワード：パーキンソン病、1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), 
L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), Apomorphine、サル
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緒　　　言
　わが国ではパーキンソン病患者は10万人に約
100人と、アルツハイマー病に次いで２番目に
有病率の高い神経変性疾患であり、高齢化社会
を迎え増加が予想されている１）。パーキンソン
病は振戦・筋固縮・動作緩慢・姿勢反射障害な
どを特徴とし、その症状は通常、上肢（手ある
いは腕）または下肢の軽度な震え（振戦）から
始まり、徐々に進行する。最終的に、振戦は身
体の他の部位に広がり、姿勢の維持や歩行など
の基本的な運動が困難となる２）。こうしたパー
キンソン病症状は、脳の線条体にドーパミンを
供給するドーパミン神経が細胞死を起こして減
少することによるドーパミン欠乏が主要な原因
となっていると考えられている。
　1983年にLangstonら３）は、麻薬合成の際の副
産物である1-methyl-4-phenyl-１,2,3,6-tetrahy-
dropyridine （MPTP）がヒトにパーキンソン病
様症状を引き起こす神経毒であることを見出し
た。MPTPは、脳のグリア細胞のモノアミン酸
化酵素（MAO-B）によって酸化され1-methyl-
4-phenylpyridinium （MPP+）になる。MPP+は
ドーパミン神経細胞に取り込まれ、ミトコンド
リアの複合体Ⅰとalpha-ketoglutarate dehydro-
genase complex （KGDH）を阻害してATP合成
をできなくすることで神経細胞死を起こす４）。
　現在は、マウス・ラット・サル類等を用いて
パーキンソン病モデル動物を作製する際に
MPTPの神経毒性が広く利用されている。特に
サル類はMPTPに対する感受性が高く５）、振戦・
筋固縮・無動・姿勢反射障害といったヒトの
パーキンソン病に類似した症状を示す６）。
MPTPは、静脈・筋肉・皮下・腹腔などの様々
な経路から動物に投与され７)－10）、末梢より血中
に入り、血液脳関門を通ってグリア細胞に至
る。グリア細胞のMAO-Bにより酸化されてで
きたMPP+がドーパミン神経に取り込まれて細
胞死を起こす。MPTPをこうした経路から投与
した場合は両側性に運動機能障害が発生し、摂
食不能などの重篤な症状を示す。一方、頸動脈
から投与した場合、投与側の脳は障害される
が、投与していない側の脳は障害されない、も
しくは軽い障害にとどまる。左脳の神経が破壊
された個体は右側の運動機能に支障を来すが、
多くの場合は左側の上下肢を動かして摂餌・摂
水できるため、動物にとって苦痛の少ない方法
と考えられる。このように片側の頸動脈から
MPTPを投与した動物（一側性パーキンソン病
モデル動物）では、投与された側に回転する旋
回行動を示すようになる11)，12） 。また、一側性
パーキンソン病モデル動物にドーパミン前駆物
質L-3,4-dihydroxyphenylalanine（L-DOPA）あ
るいはドーパミン受容体作用物質Apomor-
phineを投与すると、非投与側に旋回すること
が知られている11)，12）。
　パーキンソン病治療薬の前臨床試験にはサル
類を用いるのが一般的であるが、経済的・動物
生命倫理的な観点から、可能な限り少数の個体
で精度の高い実験モデルを作製することが求め
られる。また、モデル動物のパーキンソン病様
症状が軽症の場合は薬剤に対する反応が弱く、
重症の場合は薬剤の効果が見られないことか
ら、ドーパミン神経脱落・変性を反映した明確
なパーキンソン病様症状を示しつつ、摂餌・摂
水を自由に行って健康を維持できる中程度の症
状のモデル動物を作製し使用することが理想的
である。しかし動物のMPTPの感受性は種によ
り大きく異なり、同じ動物種においても年齢に
よる影響を強く受ける５)，13）。私たちの経験では
年齢幅１才未満の個体でも理想的なパーキンソ
ン病モデルサル作製の成功率は安定していな
かった。多くの研究者も同様と推測される。適
切なモデル動物が作製されたことを判断する基
準は大変重要と考えられる。しかし、こうした
実験モデルを評価する基準は策定されていな
かったので、モデル動物の病態を高精度にしか
も簡便に判断するための評価基準が求められ
る。
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　本研究では、サルを用いて薬効を正確に評価
する上で必要なモデル動物の選抜基準を明確に
するため、あらかじめ評価項目を設定し、それ
に基づいて観察を行う事で評価項目が適切か否
かについて検討を行った。一側性パーキンソン
病モデル動物で見られる旋回行動は明確に識別
できるため客観性が高いことから、主な評価項
目として観察を行った。さらに、我々が設定し
た評価基準に基づいてパーキンソン病モデル動
物と判断した動物について、犠牲死後に脳の投
与側と非投与側の線条体組織中におけるドーパ
ミン含量の測定を行い、評価基準の信頼性につ
いて検証した。
対象と方法
使用動物及び実験・飼育環境
　食欲・活動性・便性状から健康と判断した生
後２才10ヶ月～３才９ヶ月（年齢幅１才未満）、
体重2.10～2.60 kgの中国産カニクイザル雄16
頭を用いた。実験は、ハムリー株式会社動物実
験倫理委員会の承認の下に、｢動物の愛護及び
管理に関する法律｣及び「実験動物の管理と使用
に関する指針」並びに適正な動物実験実施のた
めのガイドラインを遵守し、ハムリー株式会社
筑波研究センターで行った。手術中及び手術後
は管理獣医師の監督下に無菌的処置を行い、術
後は動物の苦痛軽減のために３日間鎮痛剤
（buprenorphine hydrochloride, 0.02 mg/kg）を
投与した。動物の飼育環境や動物の取り扱いに
関する事項は、全てハムリー株式会社飼育管理
標準操作手順書に準拠した。
MPTPの投与方法
　Ketamine（50 mg/mL）・Xylazine（２ mg/mL）
の混合液0.3 mL/kgを筋肉内へ投与して麻酔し
た後、左頸動脈を露出させた。ヘパリンナトリ
ウム（ノボ・ヘパリン注1000）を含む生理食塩
水40 mLにMPTP（Sigma-Aldrich, Inc）を溶解
し、１回あたり0.6 mg/kg MPTPを左総頸動脈
からインフュージョンポンプを用いて２ 
mL/minの流速で持続注入した。１日あたり１
回の投与を、１週間の間隔をあけて合計２回
行った。術後の感染症を予防するために抗生物
質（セファゾリンナトリウム水和物、50 mg/kg）
を術後３日間筋肉内に投与した。
一側性パーキンソン病モデル動物の旋回行動に
関する評価基準
　表１に示すように、パーキンソン病様症状、
Apomorphine投与時の行動、溶媒及びL-DOPA
投与時の行動について５つの基準を設定し、そ
れに基づいて動物を選抜した。最終的に５つの
基準を満たした９個体中８個体の投与側と非投
与側の線条体ドーパミン量を測定し、評価基準
の妥当性を検証した。
パーキンソン病様症状に基づくスコアリング
　Ovadiaら13）がパーキンソン病の症状について
報告している評価基準に基づいて、作製したモ
デル動物のスコアリングを行った。MPTPを左
総頸動脈から投与したので、右半身を投与側、
左半身を非投与側とし、上下肢の運動緩徐・筋
固縮・振戦の各項目を無症状から重症度に応じ
て０～３の４段階（投与側または非投与側の上
下肢合計は18点）に、体幹を主とした症状は姿
勢とバランスの２項目に分けて０～２の３段階
（合計４点）に分類評価した。スコアーの総合
　表１．旋回行動誘発一側性サルパーキンソン病病
態モデルの評価基準
基準**項目*
ありパーキンソン病様症状
あり
（15分以上）Apomorphineによる旋回行動の誘発
なし溶媒投与時に非破壊側への旋回行動
20分以上L-DOPAによって誘発される低用量における旋回時間
ありL-DOPAの用量に依存した旋回時間の延長
 *Apomorphineによる評価は実験途中で追加した
項目。
**実験後に追加した基準はカッコで示した。
－122－
藤井（雅），大和田，藤井（順）
計は40点満点とした。L-DOPAによる誘発旋回
行動の実験を第１期から第４期まで４回実施
し、それぞれの行動評価初日の溶媒投与前に評
価を行った（表２）。
ドーパミン刺激による旋回行動の評価方法
　L-DOPA（Sigma-Aldrich, Inc）とドーパミン
受容体作用薬のApomorphine（Sigma-Aldrich, 
Inc）に対する反応を利用して、一側性パーキン
ソン病モデル動物の旋回行動に関する評価を
行った。体中の随所に存在する芳香族L-アミ
ノ酸脱炭酸酵素が、L-DOPAをドーパミンに変
換しさまざまな副作用を起こすため、その働き
を抑えるBeserazideをL-DOPAと一緒に投与し
た。さらに、Benserazideは末梢での分解を抑
制することによりL-DOPAの脳内への移行・利
用率を増すという効果を発揮する。L-DOPAは
設定用量に応じて2.5～30 mg / 0.2 mLの濃度に
な る よ う に 秤 量 し、そ の1/4量（w/w）の
Beserazide （Sigma-Aldrich, Inc）とともに生理
食塩水で溶解し、Apomorphineは0.2 mg/mLと
なるよう蒸留水に溶解して投与した。
　L-DOPA投与によって引き起こされる旋回行
動の観察には、ケージ内に設置したビデオカメ
ラ（SONY DCR-PC300K）とDVDレコーダー
（Panasonic DMR-E100H）を用いた。第１期は
投与後２時間30分まで撮影・録画したが、撮影
終了時点においても旋回行動をとる個体が確認
されたため、第２期以降は投与後４時間10分ま
で撮影した。Apomorphineによる旋回行動は
投与直後から誘発されるため、観察者はケージ
の前で旋回行動開始から終了まで直接観察し記
録した。
　L-DOPAならびにApomorphine投与によって
誘発される連続旋回行動（以後、旋回行動と呼
ぶ）については、動物が頭の向きを非投与側
　表２．一側性パーキンソン病病態モデル作製に用いたカニクイザルのパーキンソン病様症状（スコアー）
の経時変化※１
#8#7#6#5#4#3#2#1動物番号
4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st
日付 DayDayDayDayDayDayDayDay
6254412662544126625441266254412662544126625441266254412662544126
－２２２２２２２１１１１３３３３－２０２３３３３２２２１－２０２非投与側
－８８６４４５５８８７６12121210－３２４９９６５４４３３－５４６投与側
－１１１０１０１２２１１１１１１－１１１１１１１１１１１－１１１体幹の症状
－1111９６７７８1111９８16161614－６３７131310９７７６５－８５９スコアーの合計
#16#15#14#13#12#11#10#9動物番号
4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st4th3rd2nd1st
日付 DayDayDayDayDayDayDayDay
6254412662544126625441266254412662544126625441266254412662544126
－－３３－－００－－００－４４４－２３３－２４４４４４４３３３３非投与側
－－12 12－－００－－００－５５５－４４６－４６６12121212８８８10投与側
－－１１－－００－－００－１１１－１１２－１１１１１１１１１２２体幹の症状
－－1616－－００－－００－101010－７８11－７11111717171712121315スコアーの合計
※１：各期のL-DOPA誘発旋回行動評価初日（溶媒投与日）のパーキンソン病様症状のスコアーを示した。
スコアー表はOvadia ら13）のスコアー表を用いた。MPTPは左総頸動脈から投与したため、右半身を
投与側、左半身を非投与側として評価した。スコアリングは上下肢を運動緩徐、筋固縮、振戦につ
いて０－３の４段階に分類し、上下肢のスコアーは投与側と非投与側に分けて集計した。体幹を主
とした症状は姿勢とバランスに分けて０～２の３段階に評価した。
－：スコアリング実施せず。
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（右側）方向へ360度変えた場合を１回の旋回と
し、360度に満たない場合もしくは投与側に向
きを変えた場合は旋回と判断しなかった。非投
与側へ１回旋回後、10分以内に再度非投与側に
旋回することが認められた場合に最初の旋回時
を開始時点とした。非投与側に旋回した後に10
分経過しても旋回行動を示さなかった場合に、
その時点で旋回行動は終了とした。低用量のL-
DOPAを投与した場合には薬物の効果が弱いた
め、連続３回以上旋回した場合を有効とした。
連続３回の旋回に要する最長時間は20分と予想
されるため、低用量のL-DOPA投与時の旋回行
動持続時間の基準は最低20分以上とした。さら
に、用いた低用量の２倍量で用量依存的に旋回
行動の持続時間が延長されることを確認した。
L-DOPAおよびApomorphine投与による行動評価
の工程
　L-DOPAは大腿四頭筋へ筋肉内投与した。
Apomorphineは背部皮下へ投与した。行動評
価実験はL-DOPAについては４回（第１～４
期）、Apomorphineについては１回行った。L-
DOPAの第１～２期及びApomorphineによる行
動評価は16頭全個体について行った。L-DOPA 
の第３期は旋回行動が検出しにくい３頭（#14，
#15，#16）を除く13個体に投与した。更に、至適
用量探索のため第４期は７個体（#2，#3，#5，#6，
#7，#9，#10）で実施した。L-DOPAの投与用量は
　表３． Apomorphineによる旋回行動誘発の確認（38日目）
Apomorphine 誘発旋回行動の発現持続時間（分）
動物番号
Apomorphine用量（0.2 mg/kg, s.c.）
Apomorphineによる旋回行動の有（＋）無（－）
60 min45 min*30 min*15 min*
－－＋＋1
－－＋＋2
－－＋＋3
－＋＋＋4
－＋＋＋5
－－＋＋6
－＋＋＋7
－－＋＋8
－＋＋＋9
－－＋＋10
－－＋＋11
－－－＋12
－－＋＋13
－－－－14
－－－－15
－－＋＋16
投与開始から15分間隔で旋回行動終了まで旋回行動発現の有無を記録した。　　　　　　　　
　　　　　＋：連続した旋回行動を認める、－：連続した旋回行動を認めない。
＊：旋回行動持続時間15 min : 0 min＜X＜15 min, 30 min : 15 min≦X＜30 min,
　　45 min : 30 min≦X＜45 min
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発現持続時間（分）※１動物
番号 L-DOPA用量（mg/kg, i.m.）
3025201512.5107.552.50L-DOPA投与
--140以上--75-0001 st1 49-130100-30-0002nd-4th
--135以上--49-0001 st2 183-15114011323-0002nd-4th
--0--0-0001 st3 165-149105730-0002nd-4th
--25--0-0001 st4 105-3939-0-0002nd-4th
--20--0-001401 st5 1151051146572000002nd-4th
--30--0-00951 st6 8512913546620-0002nd-4th
--140以上--90-10001 st7 20-85101-64440002nd-4th
--70--0-※2001 st8 131-14799-49-0002nd-4th
--140以上--50-0001 st9 210-17313910937-0002nd-4th
--0--0-00201 st10 2921126450-0002nd-4th
--25--0-00451 st11 47-210-0-00102nd-4th
--0--10-0001 st12 9-4110-0-0002nd-4th
--0--0-0001 st13 104-810-0-0002nd-4th
--0--0-0001 st14 --0--0-0002nd-4th
--0--0-0001 st15 --0--0-0002nd-4th
--140以上--0-001351 st16 --146--10-33211202nd-4th
第１～２期は０、2.5、５、10及び20 mg/kg、第
３期は０、15及び30 、第４期は０、7.5、12.5、
および25 mg/kgとした。Apomorphineの投与用
量は0.2 mg/kgとした（表３，４，５）。
　行動評価は１回目のMPTP投与日から３週目
にあたる26日目より開始した（第１期）。各期の
間隔は１～２週間とし、第２、３、４期は１回
目のMPTP投与日からそれぞれ41日目、54日
目、62日目から実施した。L-DOPA投与による
行動評価の場合、同一動物に溶媒（生理食塩水）
のみの投与からはじめ、23～25時間の間隔で低
用量から高用量の順に投与した。Apomor-
phineはL-DOPA 第１期の20 mg/kgの投与日か
ら８日後（38日目）に投与した。
　表４．L-DOPA誘発旋回行動の発現持続時間 　表５．L-DOPA誘発旋回行動の回数
※１：塩酸メチルL-DOPA投与10分後から非投与側
へ旋回行動した発現持続時間を示した。第１
期は塩酸メチルL-DOPA投与直後から２時間
30分までビデオカメラで録画した。測定終了
時点においても旋回行動が確認されたため、
第２期以降は投与後４時間10分まで録画し
た。
※２：DVD再生不可。
－：L-DOPA誘発旋回行動の試験は実施しなかっ
た。
旋回行動の回数※１動物
番号 L-DOPA用量（mg/kg, i.m.）
3025201512.5107.552.50L-DOPA投与
--1558以上--184-0001 st1 840-21291948-144-0002nd-4th
--873以上--0-0001 st2 846-129235070427-0002nd-4th
--0--0-0001 st3 847-10149184510-0002nd-4th
--12--0-0001 st4 63-2015-0-0002nd-4th
--6--0-00811 st5 1372233111291630-0002nd-4th
--9--0-00301 st6 2810415818690-0002nd-4th
--550--59-12001 st7 92-295409-172810002nd-4th
--42--0-※2001 st8 238-222338-101-0002nd-4th
--651--83-0001 st9 906-133193360041-0002nd-4th
--0--0-0031 st10 3431526330-0002nd-4th
--6--0-00781 st11 21-67-0-00282nd-4th
--0--2-0001 st12 6-103-0-0002nd-4th
--0--0-0001 st13 90-280-0-0002nd-4th
--0--0-0001 st14 --0--0-0002nd-4th
--0--0-0001 st15 --0--0-0002nd-4th
--137--0-002061 st16 --309--25-117473992nd-4th
※１：塩酸メチルL-DOPA投与10分後から非投与側
へ続けて旋回した回数を示した。第１期は塩
酸メチルL-DOPA投与直後から２時間30分ま
でビデオカメラで録画した。測定終了時点に
おいても旋回が確認されたため、第２期以降
は投与後４時間10分まで録画した。
※２：DVD再生不可。
－：L-DOPA誘発旋回行動の試験は実施しなかっ
た。
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線条体ドーパミン量の測定方法
　評価項目から判断してパーキンソン病様症状
を呈すると判定された８個体について、脳の線
条体ドーパミン量を測定した。MPTP投与から
約６ヶ月後の実験を終えた個体にKetamine
（10 mg/mL）・Xylazine（２ mg/mL）混合液0.3 
mL/kgを筋肉内投与して麻酔を施し、頸動脈よ
り放血死させた。頭皮および頭部筋肉を剥離し
頭蓋骨は電動ノコギリを用いて切断後全脳を摘
出した。サル脳図譜14）に従い脳の線条体部位を
摘出し、ドライアイスパウダー上で凍結後、サ
ンプルケースに収容した。左右それぞれの側の
線条体組織の湿重量を秤量しガラス試験管へ移
した後に、９倍量（w/v）の27μM EDTA-2Naと
2.5μM 5-hydroxytryptophol を含む１ Mギ酸・
アセトン（15：85）混合液を添加した。ガラス-
テフロン・ホモジナイザーを用いてホモジナイ
ズ後、約１mLを1.5 mLチューブに移し、４℃、
5700×g で15分間遠心分離した。２本の新しい
チューブそれぞれに上清100μLを分取し、窒素
ガスで風乾後、測定までの期間をフリーザー 
（-20℃）内で保存した。各サンプルチューブに
27μM EDTA-2Na を 含 む0.01 M酢 酸 液 を 
500μLずつ加えてサンプルを溶解した後、４ 
℃、5700×g で15分間遠心分離した。
　上清をオートサンプラー用チューブに移しか
え、10μLを電気化学検出器（ECDD-300、エイ
コム）付き高速液体クロマトグラフィー（EP-
　表６．旋回行動誘発一側性サルパーキンソン病病態モデルの評価基準と個体の反応
モデルの確立
L-DOPAへの反応溶媒投与時は
非投与側へ
旋回行動しない
Apomorphine
への反応※１
パーキンソン病
様症状の有無
動物
番号 高用量※３低用量※２
○○○○○○1
○○○○○○2
○○○○○○3
○○○○○○4
○○○○○○5
○○○○○○6
○○○○○○7
○○○○○○8
○○○○○○9
××○○○○10
××××○○11
×××○×○12
×××○○○※４13
×××○××14
×××○××15
×○○×○○16
５つの基準（表１）をすべて満たした動物を一側性サルパーキンソン病病態モデルの作製に成功した個体
と判定した。成功と判定した個体は動物番号#1～#9 の９個体だった。
※１：Apomorphineによる誘発旋回行動時間は15分以上確認される。      
※２：L-DOPAによって誘発される低用量（15 mg/kg以下）における旋回時間20分以上。      
※３：L-DOPA低用量（15 mg/kg以下、旋回行動持続時間20分以上）の２倍量にあたる高用量に対して用
量依存的に旋回時間の延長が観察される。
※４：非投与側と投与側のスコアーの差が小さい。
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300、エイコム）装置にかけてドーパミンを測定
した。ミリポアフィルタ （ーSJHVM4710、孔径
0．45 μm、日本ミリポアリミテッド）にて濾過
し脱気した0.018％オクタンスルホン酸ナトリ
ウムを含有する0.05 Mクエン酸（0.075 M過塩
素酸ナトリウム，40μM EDTA-2Naを含有）・ア
セトニトリル（クエン酸：アセトニトリル＝
92.5：7.5）（pH4.2）を移動液として用いて、
流速0.90 mL/分、ECDの検出電圧750 mVで定
量した。サンプル中のドーパミン量は、データ
管理システム（MILLENNIUM32、日本ウオー
ターズ）を用いた内部標準法で定量した。0.1、
1、10、50（pmol/10μL）のドーパミンを27μM 
EDTA-2Naを含有する0.01 M酢酸に溶かした
標準物質溶液を用いた。本ECD-HPLC系にお
ける測定限界は、0.1 pmol/10μLサンプルであ
り、単位線条体組織湿重量当たりのドーパミン
値に換算すると0.5 pmol/mgである。
統計処理
　体重及び線条体ドーパミン量については正規
分布の検定を行った後にF-検定により等分散
検定した。等分散する体重は、対応のない
Student's t-testを用いて検定した。不等分散す
る線条体ドーパミン量は、Welch's t-testを用い
て検定した。測定結果は平均値±標準偏差で表
示し、P＜0.05を有意差ありとした。
結　　　果
症状のスコアーに基づくパーキンソン病モデル
個体の識別
　パーキンソン病様症状に関するスコアーから
判断して、行動評価開始時点において全くパー
キンソン病様症状を示さない個体（動物番号：
#14，#15）から中程度の症状を示す個体（#5，#10，
#16）に分類された（表２）。投与側・非投与側
の上下肢ならびに体幹の症状については、スコ
アーの合計値は行動評価開始時（26日目）から
終了（62日目）までの間ほとんど変化しなかっ
た。投与側と非投与側についてパーキンソン病
様症状に関するスコアーを比較した場合、パー
キンソン病様症状は投与側の方に強く発現し
た。２個体（#14，#15）については両側とも症状
を全く示さず、病態モデル個体から除外した。
それ以外の個体では投与側に比べて程度は劣る
ものの、非投与側においても症状が認められ
た。特に#13個体では、投与側と非投与側のス
コアーの差は小さかった。
Apomorphineによる旋回行動の誘発実験
　ドーパミン受容体作用物質Apomorphineに
対する反応試験は旋回行動が誘発されるか否か
だけを評価の基準としたため、旋回行動が誘発
されると推測される１用量のみ試験した11)，12）。
　Apomorphineの効果が見られた個体では、投
与直後から旋回行動が認められ、その持続時間
は、最低が15分未満で最大が30分以上45分未満
だった（表３）。パーキンソン病様症状を示さ
ない#14と#15では、Apomorphineによる旋回行
動も観察されなかった。旋回行動は示したが持
続時間が15分未満であった個体#12については、
旋回行動を示した14個体の内15分未満の個体は
１個体であったこと、同用量で持続時間15分未
満の実験例は報告がないことから、本試験につ
いては一側性パーキンソン病モデル選抜基準に
合致しないと判断した（表６）。
L-DOPA投与に用いた溶媒のみによる旋回行動
の誘発実験
　L-DOPAの効果を調べる前に、その溶媒であ
る生理食塩水を投与して効果を調べた。その結
果、非投与側への連続する旋回行動が観察され
た個体は投与実験の第１期で５個体（#5，#6，
#10，#11，#16）、第２～４期では２個体（#11，
#16）だった（表４，５）。一側性パーキンソン病
モデルの旋回行動を評価する場合、通常は
MPTP投与後１ヶ月以降から開始する15）が、本
研究の第１期は１ヶ月未満（26日目）であった。
報告によると、時間当たりの旋回数はMPTP投
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与後１ヶ月以内に比べて１ヶ月以降のほうが多
く、その傾向は３か月間安定している16）ため、
ここでは非投与側への旋回行動が減少した第２
～４期のデータを集計して行動評価の判断材料
とした。第２期以降においても溶媒投与時に非
投与側へ連続旋回行動を示した２個体（#11，
#16）は、本試験については一側性パーキンソン
病モデルの選抜基準に合致しないと判断した
（表６）。
L-DOPA投与による旋回行動の誘発実験
　L-DOPAのようなドーパミン前駆物質、ある
いはドーパミン受容体作用物質やドーパミンの
効果を増強もしくは持続させる薬物を評価する
場合、低用量で旋回行動が誘発され、その２倍
ぐらいの用量まで用量依存的に旋回行動が増強
されるモデルであることが望ましい。
　そこで、L-DOPA投与による旋回行動につい
て用量に依存した変化を観察・評価した。20分
以上の連続旋回持続時間（以後、旋回時間と呼
ぶ）が観察されたL-DOPAの最小用量は2.5 
mg/kgで、１個体（#16）のみだった。旋回行動
が20分以上持続して観察されるL-DOPAの用量
については個体によりばらつきがあり、7.5 
mg/kgで１個体（＃7）、10 mg/kgで４個体（#1，
#2，#8，#9）、12.5 mg/kgで３個体（#3，#5，#6）、15 
mg/kgで２個体（＃4，#10）、20 mg/kgで２個体
（#12，#13）、30 mg/kgで１個体（#11）だった。２
個体（#14，#15）では旋回が全く誘発されなかっ
た（表４）。最高用量（30 mg/kg）の２分の１よ
り大きい用量（20～30 mg/kg）ではじめて旋回
時間20分以上を示した３個体及び旋回行動が誘
発されなかった２個体は、一側性パーキンソン
病モデルの選抜基準に合致しないと判断した
（表４，６）。
　L-DOPAによる用量依存性に関しては次のよ
うな結果が得られた。20分以上の旋回時間を記
録した14個体（#1～#13及び#16）の内、９個体
（#1～#9）では、低用量と高用量の間に２倍以上
の違いがあり、しかも用量依存的に旋回時間の
延長が見られた（表４）。旋回が20分以上持続
しても、その２倍用量で持続時間が短縮した２
個体（#10，#12）、最高用量ではじめて20分以上
の旋回時間を示した１個体（#11）、20 mg/kgの
高用量でしか旋回が持続しない１個体（#13）
は、一側性パーキンソン病モデルの選抜基準に
合致しないと判断した（表４，６）。
MPTP初回投与からモデル評価開始時までの体
重の推移
　MPTP投与により重篤なパーキンソン病様症
状を示す病態モデルでは摂餌・摂水は困難にな
　表７．一側性パーキンソン病病態モデル群と不適
切群の体重推移
　表８．MPTPを投与されたカニクイザルの投与・
非投与側の線条体組織中のドーパミン量
不適切群病態モデル動物群日付
2.429±0.1382.378±0.189MPTP投与直前（Day0）
2.543±0.1272.467±0.158
L-DOPAによる
行動評価開始
（Day26）
病態モデル群の動物番号は#1～#9、不適切群の動
物番号は#10～#16、体重の単位はkg、表の値は平
均値±標準偏差で示した。病態モデル群と不適切群
の平均体重に有意差は認められなかった（P>0.05）。
※１：左総頸動脈へMPTPを投与されたカニクイザ
ルの投与側（左脳の線条体）と非投与側（右
脳の線条体）の平均ドーパミン量は有意差が
認められた（P<0.0001）。
ドーパミン含量
動物番号 pmol/10μL
非投与側投与側
16.1 0.5 1
11.7 0.1 2
12.7 0.2 3
13.1 0.4 4
13.7 0.4 5
16.3 0.3 6
14.1 0.2 7
12.4 0.4 8
13.7630.313平均※１
1.6780.136S.D.
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るため、健康状態から重篤度を推察するための
指標として体重測定を行った。その結果、実験
に使用した16個体の体重は安定しており、
MPTP投与後著しく減少する個体は見られな
かった。
５つの評価項目に基づく判定と線条体ドーパミ
ン量の関係
　今回設定した５つの評価項目（表１）すべて
に適合する動物は16個体中９個体（#1～#9）で
あった。これらの個体はパーキンソン病病態モ
デルとして適切と判断した。その他の#10～#16
の７個体については、モデルとしては不適切と
判断した。このパーキンソン病病態モデル群と
不適切群について、MPTP初回投与時（０日目）
およびL-DOPAによる行動評価開始時（26日
目）の平均体重について改めて比較したが、い
ずれも有意差は認められなかった（表７）。
　パーキンソン病病態モデルとして適切と判断
した９個体の内８個体（#1～#8）について線条
体ドーパミン量を測定した（表８）。その結果、
非投与側に比べて投与側線条体のドーパミン含
有量に有意な減少が認められた（P＜0.0001）。
考　　　察
　Brooksら17）はMPTP投与後２～３日目から症
状が現れ、６～10日目に最も重症になり食欲は
低下し、顔色が悪くなり活動性も低下するが、
それ以後パーキンソン病様症状は残るが一般的
な健康状態は自然に回復すると報告している。
Palomboら18）もMPTP投与後１週間にパーキン
ソン病様症状を示し、２～３週目にMPTP投与
と反対側の後肢に一過性のdystonic postureを
確認したが５週目までに消失し、パーキンソン
病様症状は安定して残ると報告している。つま
り、MPTP投与後数日から１週間で発症し、２
～３週間でほぼ安定してくると考えられる。ま
た、Bankiewiczら11）によると、MPTP投与後の
運動障害は、投与後２～７日目に発症する。平
時に自発的に活動する際は投与側に旋回する
が、ストレスや興奮によってジャンプする際は
左右対称に身体を動かし、非投与側へも旋回す
ると報告している。Chenら16）によると、MPTP
投与後３～４日目にパーキンソン病様症状によ
る運動緩徐が確認されており、同時に投与側へ
の自発的な旋回行動が報告されている。つま
り、パーキンソン病様症状が発現しはじめる時
期から平時に投与側へ旋回するようになると考
えられる。
　Emborg-Knottら19）によると、パーキンソン病
様症状は１年以上経過すると自然回復して平時
に非投与側への旋回が観察されるようになる。
病態モデルの選抜すなわちモデル確立の評価を
行う時期は、パーキンソン病様症状の進行と自
然回復を考慮して行う必要がある。今回、第１
期に多くの個体が非投与側へ旋回した理由とし
て、パーキンソン病様症状の進行が十分でな
かった可能性が推測される。行動評価はMPTP
投与後１ヶ月経過した頃から開始するのがよい
と考えられる。第２期以降も溶媒投与時に非投
与側へ旋回した２個体（#11，#16）の内、#11は
平時に非投与側へ旋回する行動は観察されてい
ない。#16は平時も観察者を見ると興奮して非
投与側へ旋回した。この２個体ともL-DOPAに
誘発されて旋回行動を発現する際には、旋回行
動を始める前に首だけを旋回方向（非投与側）
へ捻り、１～２分後に旋回を開始した。L-
DOPAに誘発されて旋回行動を示した他の個体
も全て旋回前に首だけを捻る動作を示してお
り、L-DOPA誘発旋回行動特有の動作と推測さ
れる。溶媒投与時の旋回行動ではそのような特
有の動作は観察されておらず、L-DOPA投与時
の反応と識別できるが、経験が必要であり、主
観の入る余地があることから、客観性を高める
ため溶媒投与時に非投与側へ旋回した個体は基
準に合致しないと評価した（表４，５，６）。溶媒
投与時に非投与側へ旋回した#11，#16はパーキ
ンソン病様症状及びApomorphineに反応した
旋回行動が観察されており、ある程度一側性
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パーキンソン病モデルになっていると考えられ
る。溶媒投与時に非投与側へ旋回した原因を詳
細に検証することで、さらに精度の高いモデル
作製が行える可能性があると考えられる。
　パーキンソン病様症状を全く示さなかった
#14と#15ではApomorphine及びL-DOPAのどち
らに対しても旋回は誘発されなかった（表
３，４，５）。サル類では同種、同年令において
もMPTPに対する感受性は大きく異なることが
指摘されている５）。一側性パーキンソン病モデ
ルにおいては、MPTP投与された側のドーパミ
ン神経変性・脱落に伴い、ドーパミン受容体の
感受性が過剰に亢進した状態になっており、そ
こへApomorphineやL-DOPAが作用するため、
非投与側へ旋回すると考えられる20）。ところ
が、パーキンソン病様症状を示さなかった個体
については、左右の脳における障害の程度の差
が小さいか、もしくは障害されなかったために
旋回が誘発されなかったと考えられる。
Apomorphineでは旋回が誘発されたが、L-
DOPAでは20 mg/kgではじめて旋回が誘発され
た#13個体のように、投与側と非投与側のスコ
アー値に差の小さい個体では、左右の脳のドー
パミン受容体感受性の差が小さいため旋回行動
が誘発されにくかったと考えられる。ただし、
投与側、非投与側のスコアーに差の認められた
#12もL-DOPAに対する反応は弱かった。また、
#12と類似したスコアーを記録している個体に
はL-DOPAに対して十分反応している個体（#2，
#4，#7）も含まれており、旋回を誘発する個体を
スコアーだけから選別することは難しい。何れ
にしても、パーキンソン病様症状を全く示さな
かった個体では、旋回が誘発される可能性は非
常に低いと考えられる。薬物評価実験をする
際、このような個体は実験群から除くか、
MPTPを再度投与するなどの対応が必要と考え
られる。
　Apomorphineには反応せずにL-DOPAによっ
てのみ旋回行動が誘発された個体はいなかった
（表３，４，５）。一方、L-DOPAに対する反応は
弱いがApomorphineに反応したのは２個体で
あった（#11，#12）。ただし、その内、１個体
（#12）のApomorphineによる旋回時間は15分未
満と短かった。Apomorphineはモデルとして
適切かどうかの評価を行う場合に有効な薬物で
あるが、即効性が高く持続時間は短いといった
特徴がある。ApomorphineとL-DOPAに対する
反応はほぼ一致していることから、一次選抜で
Apomorphineを利用した評価を実施し、旋回行
動が15分以上惹起された個体を用いて、L-
DOPAによるモデル動物の検討を行うのがよい
と考えられる。
　パーキンソン病の治療薬の中心はドーパミン
受容体に作用する物質のため、L-DOPAに対す
る反応の良好な個体は、治療薬の評価に有用で
ある。ドーパミン受容体にはD1，D2，D3，D4，
D5と５種類のサブタイプがあり、ドーパミン
受容体はドーパミンが結合したときにcyclic 
AMPの作用が亢進するもの（D1，D5）と、逆に
cyclic AMPの作用が抑制されるもの（D2，D3，
D4）に大別される21）。D1とD2受容体は主に基
底核に存在する。現在でもパーキンソン病治療
の主役であるL-DOPA製剤は脳内でドーパミン
となり、D1，D2の両方を刺激する。一方、ドー
パミン受容体作用薬の中には種類によってD1，
D2の刺激効果に差がある。抗パーキンソン病
治療薬の効果発現にはD2刺激効果の方が重要
と考えられている22）｡一側性パーキンソン病モ
デル動物を用いた薬効評価には、一種類の薬剤
を単独で用いた場合と、D1，D2受容体をそれぞ
れ選択的に刺激する薬剤を組み合わせて用いた
場合の二通りの試験を行い、その効果を単独の
場合と比較することが行われる。
　L-DOPAの薬効を持続あるいは増強させる薬
物（抗コリン作用薬・塩酸トリヘキシジン、
ドーパミン放出促進薬・塩酸アマンタジンな
ど）の開発や、ドーパミン受容体D1に作用する
物質とD2受容体に作用する物質の用量依存的
な反応を検証するためには、薬効が現われる用
量範囲が広いほど良いと考えられている23）－26）。
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旋回行動はL-DOPAの用量が高用量になるほど
増えると考えられるが、実際には抗パーキンソ
ン病薬の服用に伴って生じる不随意運動の一種
であるジスキネジア27）を誘発し旋回数の減少を
もたらしていた（表４，５）。これは、高用量の
L-DOPAにより持続時間は延長したが、旋回は
ジスキネジアのため上手く回れず、旋回数は減
少したためと考えられる（#2，#3，#5，#6，#9）。旋
回数及び旋回時間とも減少した個体（#1，#6，
#7，#10，#12）では、ジスキネジアが強く発現し
たと考えられる。このように、L-DOPAの薬効
時間の延長や、ドーパミン受容体作用薬につい
て検討する際には、旋回誘発開始用量とジスキ
ネジアに至るまでの用量幅の広い病態モデル
が、薬の効果を評価する上で有用である。
　今回採用した５つの基準 （表１）を満たした
８個体の動物の線条体のドーパミン量を測定し
たところ、投与側、非投与側に明らかな有意差
を認め、行動評価の結果と一致した（表６，８）。
投与側に対する非投与側のドーパミン含有量の
平均比率は 1：44であり、過去の報告 1：30～ 
100 11)，16)，17）から判断して、５項目による動物の
選別は適切と考えられる。但し、５項目の評価
基準を満たしていない７個体の線条体ドーパミ
ン量は今回測定していない。病態モデル動物群
に採用されなかった個体も含めた、神経生化
学、神経病理学的検討を考慮した詳細な検討を
今後の課題としなければならない。
　サル類はヒトに近縁であるため代謝系や病態
が類似していることに加えて、サル類を用いた
一側性パーキンソン病モデルは、行動評価が容
易であり、飼育管理の負担も小さく、動物自身
の負担も軽いといった利点がある。ただし、個
体によるバラツキは大きく、今回の研究におい
てもパーキンソン病様症状をまったく示さない
２個体（#14，#15）、第２期以降も溶媒投与時か
ら非投与側へ旋回する２個体（#11，#16）が確認
された。こうした特性をもつにもかかわらず、
これまでサル類については、病態モデルとして
の評価基準は明確にされていなかった。
　16個体という多数のカニクイザルを用いた本
研究の結果から、MPTP投与により作製した病
態モデルのうち今回設定した５つの基準を満た
した個体は、線条体ドーパミン量から判断して
適切な病態モデルとみなせることが分かった。
この５つの基準に基づいて確立された病態モデ
ルは、パーキンソン病の病態解明と治療法開発
の目的に有用であると考えられる。
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Model of 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP)-induced unilateral Parkinson's disease in monkeys
Masanori Fuji*,**, Kazuo Ohwada***, Junichi Fuji*
*Department of Biomolecular Function, Center for Molecular Epidemiology,
Major of Environmental Life Science, Yamagata University,
Graduate School of Medical Science
**HAMRI CO.,LTD. TSUKUBA Research Center
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Center for Molecular Epidemiology, Major of Environmental Life Science,
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Background : When 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) is used in 
monkey to produce a Parkinson's model animal, the reagent's eficacy difers among 
individual monkeys. Definition of the obtained model animal as a model for Parkinson's 
disease requires pathological analysis and dopamine measurement of the corpus 
striatum of each animal. However, application of model animals for developing curative 
medicine requires reliable and objective methods to evaluate live model animals from　
the perspective of Parkinson's disease symptoms. This study was performed to establish 
criteria, based mainly on their behavior, for model animals showing characteristics of 
Parkinson's disease.
Methods and Results : To produce unilateral Parkinson's disease model animals, we 
administered MPTP twice via the carotid artery to 16 male crab-eating monkeys of 
similar age. Scoring of the model animals was based on criteria that had been reported 
for Parkinson's disease patients. We also examined efects of L-DOPA and apomorphine 
on rotating behavior based on five preselected criteria: (1) at least one symptom 
characteristic to Parkinson's disease; (2) no contralateral rotation after administration 
of vehicle only; (3) administration of apomorphine causes contralateral rotation 
continuously for longer than 15 min; (4)  the contralateral rotation by a low dose of L-
DOPA lasts longer than 20 min; and (5) the contralateral rotation is prolonged in a L-
DOPA dose-dependent manner. Based upon these criteria, we regarded 9 of 16 animals 
as appropriate model animals and measured dopamine contents in corpus striata of ８ 
animals. Striatal dopamine contents were decreased significantly in corpus striata 
administered with MPTP.
Conclusion : The five criteria presented herein are beneficial to judge if crab-eating 
monkeys administered with MPTP are appropriate as a unilateral Parkinson's disease 
model.
Key words : Parkinson's disease, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 
(MPTP), L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), Apomorphine, Monkey
ABSTRACT
